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(57) ErfindungsgemSR werden Human-Coloncarci- 
nom-Zellinien bereitgestellt, die eine stabile HSP72- 
Expression von > 80% Oder < 20% und ein im wesentli- 
chen identisches Zelloberf iSchenproteinexpres- 
sionsmuster von MHC und Zeliadhasionsmolekulen 
zeigen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Human-Coloncarcinom-Zellinien mit einer stabilen HSP72-Expressioa ^ 

Chaperone sind fur eine Anzahi fundamental er Prozesse notwendig. insbesondere. um dem ZellstreB entgegen- 

5 zuwirken. Die am besten untersuchte Klasse von Chaperonen ist die Gruppe der Hitzeschock-Proteine (HSP) mit 
einem Molekulargewicht von 70 kDa. Sie binden intrazeilulSr an nicht native Konformationen anderer Proteine. stabili- 
sieren sie und inhibieren auf diese Weise die Aggregation ungefalteter Proteine oder ermoglichen eine Transmembran- 
Transiokation (1 . 2). Es wurde beschrieben. dafi HSP70 sowohl im Zellkern (3), im Cytosol und an der Zelloberf iSche 
bestimmter Tumorzeilen (4. 5) lokalisiert ist. Neben ihrer Intrazelluiaren Aufgabe als Chaperone scheinen die Mitglieder 

10 der HSP70-Familie an der Stimutierung des Immunsystems betelligt zu sein. d.h. bei der Entstehung bestimmter Auto- 
immunerkrankungen (6, 7). entzundlicher Prozesse unter Beteiligung von Pathogenen (8. 9) und bei der zellulSren anti- 
Tumorimmunantwort in vivo und in vitro (10). 

Die Grunde, weshalb hochkonservierte Proteine wie die Hitzeschockproteine immundominant sind. sind weiterhin 
unbekannt. Eine Zusammenfassung der zur Zeit diskutierten Hypothesen ist (1 1) zu finden. 

15 Fur alle immunstimulatorischen Funktionen scheint es notwendig zu sein. da(3 das HSP fur immunkompetente 
Effektorzellen zuganglich ist. Untersuchungen zeigen. daB eine hitzetnduzierte Membran- Express! on von HSP72 auf 
Human-Sarkomzellen mit einer erhohten Lysesensitivitat korrelliert. die durch naturliclie Killerzellen (NK-Ze!ten) 
bewirkt wird. Die Tatsache. daS HSP72 nur auf der ZelloberflSche von Tumoren exprimlert wird, nicht dagegen auf nor- 
mal en Zellen. zeigt, daB HSP als tumorspezifische Targetstrukturen fur immunkompetente Effektorzellen wirken kOn- 

20 nen. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, HSP72 exprimierende Zellinien bereitzustellen. die die MOglichkeit 
bieten, vergleichende Untersuchungen, beispielsweise uber die Bedeutung von HSP72 fur die ImmunogenitSt von 
Tumorzeilen, durchzufuhren. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch die im Anspruch 1 naher gekennzeichneten Merkmale gel6st. Bevor- 
25 zugte Ausfuhrungsformen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspruchen. 

Zwei bevorzugte Zellinien wurden bei der DSM am 29. Oktober 1996 hinterlegt: 

Eine Human-Coloncarcinom-Zellinie CX+ mit einer stabilen Expression von HSP72 an der ZelloberflSche von > 
80%. bevorzugt > 90%. mit der Zugangsnummer DSM ACC 2287. Eine Human-Coloncarcinom-Zellinie CX' mit einer 
stabilen Expression von HSP72 an der Zelloberft^che von < 20%. bevorzugt < 10%, mit der Zugangsnummer DSM 
30 ACC 2288. 

Die Erfindung wird nachfolgend am Beispiel der Coloncarcinom-Zellinie CX2 nSher eriautert. Sie ist jedoch nicht 
auf diese spezifische Zellinie beschrSnkt. ErfindungsgemSB kOnnen auch andere Coloncarcinom-Zellinien benutzt wer- 
den, um die gestellte Aufgabe zu losen. 

ErfindungsgemaR konnen beliebige Human-Coloncarcinom-Zellinien verwendet werden, die dem Fachmann 
35 bereits an sich bekannt sind oder die ohne weiteres erfinderisches Zutun durch an sich bekannte Techniken etablierbar 
sind. Die vorliegende Erfindung wurde am Beispiel zweier Human-Coloncarcinom-Zellinien durchgefuhrt. namlich der 
CX2- und der HT29-Zellinien. Die CX2-Ausgangszellinie Ist vom Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg 
erhaltlich. Ein Tumorsteckbrief dieser Zellinie mit wichtigen genotypischen Parametern Ist beigefugt. Gleiches gilt fur 
die Zellinie HT29. Eine Hinterlegung gemSB dem Budapester Vertrag ist deshalb nicht erforderlich, da die Erfindung 
40 anhard der vorliegenden LIteratur wiederhotbar nacharbeitbar ist. Weiterhin kfinnen. wie bereits oben angefOhrt, belie- 
bige andere Human-Coioncarcinom-Zellinien verwendet werden. um Sublinien zu erhalten, die eine stabile HSP72- 
Expression von > 80% Oder < 20% und ein im wesentiichen identisches Zelloberfiachen-Protein-Expressionsmuster 
von MHC und Zelladhasionsmolekulen besitzen. 

Nachfolgend wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die beiliegenden Figuren nSher eriautert. Die Figuren zei- 

45 gen: 
Figur 1 : 

Kryo-Ultramikrotom-Abbildung von marklertem HSP72 auf CX2-Human-Coloncarcinomzellen. Die gefrorenen 
50 Schnitte wurden mit anti-HSP72 mAb (RPN1197, Amersham) und nachfolgend mit ultrakleinem Gold, das mit Sllber 
verstarkt war. behandelt. Die Markierung von HSP72 ist nicht auf die subzeliuiaren Telle im Zytoplasma und dem Kern 
beschrankt; HSP72 kann auch auf der Plasmamembran nachgewiesen werden, wie A und B zeigen. C zeigt eine Kon- 
troll -Markierung mit Silberverstarkung ohne primaren Antikorper. Der Pfeil zeigt die Anreicherung von HSP72 auf den 
Fortsatzen der Plasmamembran; N zeigt den Kern (x 43.000). 

55 

Flour 2 : 

SDS-PAGE-Analyse von HSP72, das von der ZelloberflSche blotinylierter CX2-Tumorzeilen immunprazipitiert 
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wurde. 

Spur A; rHSP70-Protein (50 ng), nachgewtesen durch den spezrfischen HSP72 mAb: 

Spuren B und C: Immunprazipitate, die mit anti-HSP72 (Spur B) oder anti-MHC Klasse I mAb (Spur C) auf 0,1% 
5 NP40 Lysaten nach selektiver Zelloberfiachenbiotinylierung erhalten wurden. Linker Rand: Molekulargewichtsstan- 

dard. 

Rechter Rand: Pfeile zeigen eine 72 KDa bzw. 45 kDa-Bande. 
Fiaur 3 : 

w 

HSP72-Zelloberft^chenexpression auf CX2-Coloncarcinomzellen nach durchflufBzytometrischer Zellsortierung 
unter Verwendung eines HSP72 spezifischen mAb. Die Ergebnisse sind logarithmisch aufgetragen, und zwar die Inten- 
sitat der grunen Fluoreszenz gegen die relative Zellzahl. Die gestrichelten Linien zeigen die Negativ-Kontrolle; die 
durchgezogene Linie HSP72 mAb. 

15 

Figur 4 : 

HSP72-Immunb!ot von Zytoplasmaiysaten von CX+, CX2 und CX- Carcinomzellen unter physiologischen Bedin- 
gungen (offene Balken) und nach einem miiden HitzestreG bei 41 .S^'C. 2 Stunden und nachfolgender Erholungsphase 
20 bei 37°C fur 2 Stunden (schraffierte Balken). HSP72-Proteinmengen (mit einem Pfeil markiert) wurden auf Aktin (mit 
"a" bezeichnet) bezogen. Gleiche Proteinmengen (10 lag der Zellysate) wurden auf einer 10% SDS-PAGE unter redu- 
zierenden Bedingungen elektrophoretisch getrennt und auf NItrozellulose ubertragen. Die 72 kOa-Proteinbande wurde 
mit dem HSP72 spezifischen mAb dargestellt und mit dem ECL-System nachgewiesen. Die Immunblots wurden mit 
Laser-Densitometrie quantifiziert. Die Ergebnisse zeigen den Mittelwert aus zumindest zwei unabhSngigen Versuchen. 

25 

Einfugung: Ein reprasentativer Immunblot. 
Die relative Rate der HSP72-lnduktion ist unter jedem Baiken angegeben. 
30 Figur 5: 

Beispiel einer HSP72-Sortierung mit Einstellungsparametern. 
Figur g A- g: 

35 

Beispiel e einer HSP72-Sortierung von HT29-Zellen (FACS-Analysen) 

ErfindungsgemSB konnte die Cotoncarcinom-Mutter-Zellinie CX2 in eine Zeilinie getrennt werden, die HSP72 In 
hoher Menge exprimiert (CX+: Expression > 80%, insbesondere > 90%) und eine HSP72 in geringer Menge exprimie- 

40 rende Zeilinie (CX-: Expression < 20%, insbesondere < 10%). Diese Sublinien wurden durch Zellsortierung aufgrund 
der Expression von HSP72 an der Zelloberf ISche mit Hiife eines geeigneten Antikflrpers gewonnen. Die bisher zur Ver- 
fugung stehenden menschlichen Tumorzeilinien wiesen den Nachtell auf, daB sie Hitzeschockproteine uber einen lan- 
geren Zeitraum nicht stabil exprimierten. d.h. nach einer bestimmten Zeitdie HSP-Expression abnahm und erneut ein 
Hitzeschock notwendig war, um die Expression zu induzieren. 

45 ErfindungsgemSB konnte gezeigt werden, daR Human-Coloncarcinom-Zellinien nach Zellsortierung der Aus- 

gangszellinie mit Hilfe eines gegen HSP72 gerichteten monoklonalen Antikorpers in der Lage sind. HSP72 stabil zu 
exprimieren, wobei es uberraschenderwelse moglich war, durch Zellsortierung HSP72 in einer Menge von > 80% und 
in einer Menge von < 20% stabil exprimierende Zellinien zu erhalten. 

Dieses Ergebnis war deshalb so unenwartet, da bei der Mutterzellinie ursprunglich eine uber mehr a!s 20 getestete 

50 Zellpassagen stabile HSP72-Zelloberflachenexpression von > 60% nachweisbar war. Dieser Befund tegt den SchluR 
nahe, daB diese 60 %-ige Expressions rate beispielsweise fur das Uberleben, fur den Zellzyklus, fur die Zelladhasion. 
usw. unverzichtbar ist. 

Es war deshalb zu erwarten. daB nach Zellseparation von CX2-Zellen in eine HSP72 in hoher Menge exprimie- 
rende Sublinie und in eine HSP72 In geringer Menge exprimierende Sublinte sich beide Subzellinien nach wenigen Zell- 
55 passagen wieder bei einer ca. 60 %-igen HSP72-Zelloberf!achenexpressionsrate einpendeln. Uberraschendenweise 
war dies jedoch nicht der Fall. Beide Zellinien, CX+ und CX-, wiesen ein uber mehr als 20 Zellpassagen stabiles 
Expressionsmuster der HSP72-Zelloberf lachenexpression auf: CX+ > 80%, CX- < 20%. 

Normalenweise weisen derartige Zellinien ein unterschiedliches Zeiloberfiachenproteinexpresslonsmuster auf. 
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ErfindungsgemaB konnte uberraschenderweise gezeigt werden, da6 durch ZellsortierSng von Human -Coloncarcinom- 
Zellinien erhaltene Zellinien ein identisches Zelloberfiachenproteinexpressionsmuster von MHC und Zell adhesion smo- 
lekiilen zeigen. Hierbei wurden die typischen ZeliadhSsionsmolekule ICAM (intercellular cellular adhesion molecule), 
NCAM (neural cellular adhesion molecule) und VCAM (vascular cellular adhesion molecule) sowie MHC Klasse I und 
5 Klasse II auf ihre Expression untersuchl. 

Die erfindungsgem&l3en Coloncarcinom-Zellinien unterscheiden sich somit nur in ihrem HSP72-Zelloberflachenex- 
pressionsmuster, wahrend sie in ihrem untersuchten MHC- und Zelladhasionsmolekul-Zelloberfiachenexpressionsmu- 
ster identisch sind. 

Da die vorliegend beispielhaft bereitgesteilten Zellinien CX+ und CX- aus einer homogenen, definierten Mutterzel- 
10 linie (CX2) abgeleitet wurden, ist der HLA-Hintergrund (alle Hl_A Allele) identisch; es handelt sich also um ein autologes 
HLA-Tumorzellsystem. 

ErfindungsgemSB wurden somit Zellinien bereitgestellt, die sich hervorragend zur Untersuchung der Funktion von 
Hitzeschockproteinen der HSP70-Familie eignen. 

Die durch Zellseparation gewonnenen Human-Coloncarcinom-Subzeilinien. beispielsweise CX+ und CX-, bieten 

15 beispielsweise die MOglichkeit, die Bedeutung von HSP (HLA unabhSngig) fur die Immunogenit^t von Tumorzellen zu 
untersuchen. Weiterhin kSnnen die erfindungsgemSB bereitgesteilten Zellinien, beispielsweise CX+ und CX-. als Fee- 
derzellen fiir NK-Klonierungen und zur Selektion der geeigneten Zellen verwendet werden (NK-Klone mit HSP72-Spe- 
zifitat). Mitdiesen Klonen kcSnnten Rezeptoranaiysen durchgefuhrt werden, um herauszufinden, ob auf NK-Zellen ein 
HSP72-spezifischer Rezeptor existiert. 

20 ErfindungsgemaR konnte somit gezeigt werden, daR HSP72 auf der Zelloberfiache von Coloncarcinomzellen expri- 

miert wird und diese Zellinien durch Zellsortierung in Sublinien aufspattbar sind, die HSP72 in einer Menge > 80% und 
< 20% stabi! uber mehr als 20 Zellpassagen exprimieren. Die ZelloberflSchenexpression und die subzellulare Vertei- 
tung von HSP72 wurde durch elektronenmikroskoptsche Untersuchungen unter Venwendung von ultrakleinen Goldteil- 
chen und Siiberfarbung durchgefuhrt. Die immunelektronenmikroskopische Aufnahme der Figur 1 A zeigt, daf3 HSP72 

25 (schwarze Punkte) mit der Ptasamembran von CX2-Coloncarcinomzellen assoziiert ist. Da die Membran vor AntlkOr- 
perinkubation permeabel war, ist HSP72 auch im Zytoplasma und im Zellkern nachweisbar. Die Ergebnisse der 
HSP72-Verteiiung auf einem unterschiedlichen Abschnitt von zwei Coloncarcinomzellen ist in der Figur 1 B dargestellt: 
Die Zelle im oberen Tei! der elektronenmikroskopischen Aufnahme zeigt eine Anreicherung von HSP72-Molekulen auf 
Fortsatzen der Plasmamembran und in vesikulSren Strukturen. Die Figur 1C zeigt eine Hintergrundsfarbung von drei 

30 Coloncarcinomzellen ohne Inkubation mit dem ersten Antik6rper. 

Weiterhin wurde die Zelloberfiachenexpression von HSP72 auf CX2-Tumorzellen durch selektive Biotinyfierung der 
Zelloberfiache gezeigt. Ein Vergleich der HSP72 exprimiefenden biotinylierten ZelloberflSche mit rekombinantem 
HSP70 (Fig. 2, Spur A) zeigt, da3 ein tntaktes HSP72-Molekul von der ZelloberflSche von CX2-Zellen immunprazipi- 
tierbar ist (Fig. 2, Spur B). Die Figur 2. Spur C zeigt eine 45 kDA groBe Bande. die mit mAB W6/32 immunprSzipitierte 

35 Klasse l-MHC-Molekule darstellt. Eine Quantifizierung der ZelloberflSchen expression von HSP72 auf CX2-Zellen 
wurde durch indirekte 1 mmu nf I u or eszenz untersuchung en unter Venwendung von mAB RPN1197 und 3A3, die fur 
HSP72 spezifisch sind, und nachfolgender FACScan -Analyse durchgefuhrt. Unter physiologischen Bedingungen wur- 
den die HSP72-MolekuIe konstant auf etwa 60% der Zellen exprimiert (vgl. Fig. 3). 

ErfindungsgemaB wurde die CX2-Coloncarcinomzellinie durch Zellsortierung in der in Material und Methoden 

40 beschriebenen Welse in eine mehr als 80%, bevorzugt mehr als 90%. HSP72 exprimierende Sublinie und eine weniger 
als 20%. bevorzugt weniger als 10%, HSP72 exprimierende Sublinie aufgetrennt. Representative Histogramme der 
phanotypischen Charakterisierung der HSP72-Zelloberfiachenexpression auf CX2, CX+ und CX- Zellinien sind in der 
Figur 4 dargestellt. Durch vergleichende f lu6zytometrische Analyse von MHC-, Adhasionsmolekulen und HSP-Expres- 
sion konnte gezeigt werden, daf3 sich die CX2-Ausgangszeliinie, die CX-i- und CX- Sublinien nur in ihrer HSP72-Expres- 

45 sionsfahigkeit auf der Zeiloberfiache unterscheiden, nicht dagegen in den anderen untersuchten 
Zelloberflachenmarkern (vgl. Tabelle 1). Bel vergleichbaren Zelldichten zeigten die CX2, CX+ und CX- Zellen eine ver- 
gleichbare ICAM-1 -Expression. Dieses Zelloberfiachenexpressionsmuster enwies sich uber mehr als 30 Zellpassagen 
stabil. 

Im Gegensatz zu den deutlichen Unterschieden in der Menge der Expression von HSP72 auf der Zeiloberfiache 
50 konnte durch FluBzytometrie und Elektronenmikroskopie gezeigt werden, daB der zytoplasmatische Anteil von HSP72 
in der CX2-Ausgangsze!linie und den Sublinien CX+ und CX- unter physiologischen Bedingungen und nach einer mil- 
den Hitzebehandlung (41 .8*'C. 2 Stunden) vergleichbar war. Wie die Figur 5 zeigt. ergibt ein milder Hitzeschock in alien 
drei Zellinien eine vergleichbare Induktionsrate von HSP72 (etwa 13-fach). 

Erf indungsgemaB konnte somit uberraschend gezeigt werden, daB Human-Coloncarcinom-Zellinien eine Zellober- 
55 fiachenexpression von HSP72 von etwa 60% der Zellen bereits unter physiologischen Bedingungen aufwelsen. Diese 
unerwartete HSP72-Zelloberflachenexpression auf Coloncarcinom-Zellen bildete die Grundlage fur die erfindungsge- 
maB durchgefuhrte Aufsplittung in zwei CX2-Coloncarcinom-Sublinien, die HSP72 zu mindestens mehr als 80% (CX+) 
und zu weniger als 20% (CX-) der Zellen exprimieren. Die Auftrennung in Sublinien wurde aufgrund der Expression von 
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HSP72 auf der ZelloberflSche der C^^Krcinom-Zeilinien durch Zelisortierung .unter ^^^ndung geeigneter AntikOr- 
per durchgefuhrt. Uberraschenderweise zeigte sich bei der durchgefuhrten FluBzytometrieanalyse. daf3 das Zellober- 
fl^chenexpressionsmuster von HSP72 in der CX2-Ausgangszellinie und den zwel Sublinien CX+ und CX- uber mehr 
als 30 Zellpassagen stabi! blieb. Auch ein HitzestreR beeinfiuBte das Oberf ISchenexpressionsmuster nicht. Trotz dieser 

5 deutlichen Unterschiede in der HSP72-Expression wiesen die Zellen bei vergleichbaren Zelldichten ein vergleichbares 
und konstantes Expressionsmuster von MHC- und AdhSsionsmolekulen auf. 

Das erfindungsgemaR bereitgestellte "autologe" Tumorzellsystem unterscheidet sich somit-nur in der Expression 
eines Antigens (HSP72), wShrend die Expression von MHC und Zeiladhasionsmolekulen identisch ist. 

In der Express ion srate und in der Menge des exprimierten HSP72 konnten auf der zytoplasmatischen Ebene keine 

w Unterschiede festgestellt werden. Nach Hitzeexposition konnte die Expression von HSP72 im Zytoplasma in beiden 
Zellinien gleicherma3en induziert werden. Auch bezuglich der Wachstumsparameter und der Morphologie der Zellinien 
bestehen keine signifikanten Unterschiede. Die Verdopplungszeit bei beiden Zellinien betragt ca. 25 Stunden. Die 
Uberlebensfahigkeit nach Hitzeexposition oder nach Einwirkung anderer StreBfaktoren ist fur beide Zellinien vergleich- 
bar. Ebenfalls wurde eine vergleichbare Thermotoleranz gegenOber Temperaturen im Bereich von 40''C - 44**C festge- 

15 stent. 

ErfindungsgemaB wird somit zum ersten Mai ein System zur Verfugung gestelit, urn die Rolie von HSP72 als 
tumorspezifische Erkennungsstruktur in einem autologen Tumorzellsystem zu untersuchen. 

Es konnte weiterhin gezeigt werden, daB die hitzeunabhSngige Expression von HSP72 auf der ZelloberfiSche von 
CX2 und CX+-Co!oncarcinomzellen eng mit der Sensitivitat dieser Zellen zur Lyse durch NK-Zellen korreliert. Dies 
20 zeigt, daB neben HSP72 kein weiterer hitzeinduzierbarer Faktor zur Erkennung durch die NK-Zellen notwendig ist. 

Die gesamte Lange von HSP72 betragt etwa 700 Aminosauren. Am N-Terminus liegen die AminosSuren 1 - 450. 
am C-Terminus die Aminosauren 450 - 650 (vgl. Fig. 6). Die AminosSure-Sequenz von HSP72 ist an sich bekannt und 
ist beispielsweise in Hunt + Morimoto. Proc.Natl. Acad. Sci. USA. 82 (1985). 6455-6459. veroffentlicht. 

Erfindungsgem^B wurde weiterhin die Rolle der differentiellen Expression des ZelloberfiSchenproteins HSP72 in 
25 diesem "autologen" Colon -Card nom-Zellsystem in Bezug auf seine Sensitivitat gegen durch NK-Zellen vermittelte 
Lyse untersucht. Es konnte gezeigt werden, daB die Lyse durch NK-Zellen in der HSP72 in hoher Menge exprimieren- 
den CX+ Sublinie urn mehr als das Zweifache erhoht war im Vergletch zu der HSP72 in geringer Menge exprimierenden 
CX- Subiinie. Die Lyse-Sensitivitat der Ausgangs-Tumor-Zellinie CX2 tag in etwa zwischen den CX+ und OX- Zellen. 
Weiterhin konnte gezeigt werden, daB ein Hitzeschock weder eine erhohte Zelloberf lachenexpression von HSP72.noch 
30 eine erhohte Sensitivitat gegen Lyse durch NK-Zellen bewirkt. 

Durch Antikdrper-Blockierungstests konnte die durch NK-Zellen vermittelte Lyse-Sensitivitat mit der HSP72- 
Menge korreliert werden. die an der Zelloberflache exprimiert wird. Unter Verwendung des fur HSP72 spezifischen 
monoklonalen Antikorpers wurde die starkste Inhibierung bei CX+ Zellen gefunden. eine mittlere Lyse-lnhibierung bei 
der ursprunglichen CX2-TumorzeIlinie und keine Lyse-lnhibierung bei der CX- Zellsubiinie. Ein KontrollantikGrper vom 
35 lgGl -isotyp und ein MHC-Klasse-l-spezifischer Antikarper zeigte keinen Inhibierungseffekt auf das Lysemuster bei den 
drei genannten Tumorzellinien CX2, CX+ und CX-. 

Wie bereits ausgefuhrt, unterscheidet sich das "autologe" Tumorzellsystem nur in der Expression eines einzigen 
Antigens; damit wird erf indungsgemaB die Untersuchung der Rolle von HSP72 als tumorspezifische Erkennungsstruk- 
tur ermpglicht. Es konnte in der Literatur (16) gezeigt werden, daB Mitgtieder der HSP70-Familie sowohl in vivo als auch 
40 in vitro eine zelluiare Immunantwort hervorrufen. Deshalb wurde erf indungsgemaB die Lyse-Sensitivitat der erf irxJungs- 
gemaBen "autologen" Coloncarcinom-Sublinien, die sich nur in ihrer HSP72- Expression auf der Zelloberflache unter- 
scheiden. miteinander verglichen. Fur die Zytotoxizitats-Untersuchungen bei diesen Coloncarcinom-Sublinien wurde 
eine mit NK angereicherte Effektor-Zellpopulation verwendet. Die hitzeunabhangige Zelloberf lac hen express ion von 
HSP72 auf CX2 und CX-t- Coloncarcinomzellen korrelierte eng mit der durch NK-Zelten vermittelten Lyse-Sensitivitat. 
45 Diese Daten zeigen. daB neben HSP72 kein zusatzlicher hitzeinduzierbarer Faktor fur den durch NK-Zeilen vermittel- 
ten Erkennungsmechanismus notwendig ist. 

Die Expression von HSP72 ist damit ein zusatzlicher Faktor, der die Sensitivitat von Tumor- Targetzell en fur eine 
durch NK-Zellen vermittelte Lyse bestimmt. Die Expression von HSP72 kOnnte somit bei der Tumortherapie verwendet 
werden. um NK-Zellen zu stimulieren. 

50 
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TABELLE 1 



Vergleichende durchfluf3zytometrische Analyse von MHC, AdhSsionsmolekulen und HSP72-ZeHoberfiachenex- 






pression auf CX2, CX+ und CX- Carcinomzellen (n = 5). 






MHC 1 


MHC n 


ICAM-1 


VCAM 


HNK1 


NCAM 


HSP72 




W6/32 


L243 


anti-CD54 


anti-CD 106 


anti-CD57 


anti-CD56 


anti-HSP72 


CX2 


+++ (99+0.5) 


-(5+3.7) 


++ (58+2.3) 


-(8+0.5) 


-(7+1.5) 


+ (21±4.6) 


++ (66±6.8) 


CX+ 


+++ (99+0.8) 


-(10±0.5) 


++ (68±7.7) 


-(11±3.5) 


-(12±6.6) 


+ (26+2.3) 


+++ (93±3.4) 


cx- 


+++ (99+0.5) 


-(10±4.7) 


++ (48±4.5) 


-(12±4.5) 


-(10±4.0) 


+ (24±8.8) 


-(18+6.0) 


+++: > 90% 














++: > 50% 














+ : > 20% 














- : < 20% 

















MATERIAL und METHODEN 

ZELLKULTUR 

Die Human-Coloncarcinom-Zellinie CX2 {Tumoi bank DKFZ Heidelberg) und die Subklone CX+ und CX- wurden in 
RPMI 1640 Medium (Gibco, Eggenstein). supplementiert mit 1 0% hitze-inaktiviertem fatalen Kalberserum (PCS, Gibco, 
Eggenstein) und Antibiotika. kultiviert. 

VORBEREITUNG PER CX2-TUMORZELLEN ZUR SEPARATION MITTELS FACS : 

ZunSchst wurden die zu analysierenden Zeilen zweimal mit kaitem PBS/10% FKS-Medium gewaschen. Das Zell- 
pellet (5 X 10^ Zeilen) wurde resuspendiert und 30 Minuten auf Eis mit 5 ^il RPN1197 (anti-HSP72 mAk; Amersham; 
CODE RPN 1 197) inkubiert. Um die nach dieser Inkubationsphase nicht an die Zeilen gebundenen Antikorper zu ent- 
fernen, wurden die Zeilen erneut zweimal mit kaitem PBS/10% FKS-Medium gewaschen. Daraufhin wurden diese Zei- 
len mit 5 III eines Fluoreszeinisothiocyanat- (FITC)-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Antikcirpers (DAKO; CODE No. 
F0232) 30 Minuten bei Dunkelheit auf Eis inkubiert. Uberschussiger FITC- Antikorper wurde durch zweimaliges 
Waschen entfernt, anschlieBend die Zeilen in 2 ml kaitem PBS/1 0% FKS-Medium resuspendiert und bis zur Separation 
im Dunkein auf Eis gelagert. Zur Unterscheidung lebender und toter Zeilen wurde den Proben 10 jil Propidiumiodid (PI; 
50 ng/ml) zugegeben. Mit Hilfedes FACS- Star- Sorters wurde die "Mutterzell-Llnie" CX2 aufgrund der Fiuoreszenzmar- 
kierung in 2 Tochterlinien aufgetrennt: eine CX-Linie. die weniger als 20% HSP72 auf der ZelloberflSche exprimlert bzw. 
eine CX+Linie. die mehr als 80% HSP72 exprimiert. 

HITZEBEHANDLUNG 

Exponentiell wachsende CX2-Zellen werden bei der nicht-letalen Temperatur von 41.8''C zwei Stunden lang in 
einem temperaturkontrolllerten Wasserbad (Haake E3, Karlsruhe) behandelt und dann bei 37''C zwcilf Stunden lang 
inkubiert. Die Uberlebensrate der hitzebehandelten Zeilen betrug immer uber 95%. bestimmt durch Trypan -Blau-Aus- 
schluR und Pl-Farbung. 

MONOKLONALE ANTIKORPER (mAb). INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZ- und FACScan- ANALYSE : 

Die nachfolgenden AntlkOrper wurden zur phSnotypischen Charakterisierung von Effektor- und Tumorzellen auf 
einem FACScan- Instrument (Becton Dickinson, Heidelberg) zur Zellsortlerung* auf einen FACS-Stab-Plus- Instrument 
(Becton Dickinson, Heidelberg), fur Antik6rper-Blockierungs-Untersuchungen** und zur Jmmunprazipitation*** verwen- 
det (Methoden wie unten beschrieben) 
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Antikorper 


bpcZiTitat 


isoiyp 


Hprkunft 

riwi ^ui III 


5 


Kontrolle 


isotype Ctrl. 


igo^a 






Kontrolle 


isotype Ctrl. 


iyoi 


Piianr^v/a 




W6/32 


MnU Class 1 


ln(^9a 


J .lnhn<5on LMU Munich FRG 


10 
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HLA DR 


(gk:i<ia 


J, joiirioun 




anti-CD54 


l-CAM 


igvj 1 


uianova 




anti-CD56 


iM-OAM 




L/ianovci 




anti-CD 16 


Fey RIM 


igo 1 


L/tanova 


15 


anti-CD57 


HNK1 


IgM 


Dianova 




VCAM-1 


VCAM 


IgGI 


Dianova 




anti-CD3 


T 


igvj 1 


uianova 


20 


OKT3 


-r 
1 








anti-CD 14 


Monocyten 


lgG2a 


Dianova' 




RPN1197 


HSP72 


IgGI 


Amersham, Braunschweig, FRG*' ■ 




3A3 


HSP72 


lgGi 


S. Fox. NW University. Illinois, USA 


25 


CD3/CD16+56 


T/NK 


IgGI /IgGI 


Becton-Dickinson, Heidelberg, FRG 




GD45/CD14 


lymph. 


lgG1/lgG2b 


Becton Dickinson 




FITC rabbit anti-mouse 




ig 


Dako 



30 

Die durchfluRzytometrischen Untersuchungen warden mit exponentieil wachsenden Zellen und bei vergteichbaren 
Zelldichten durchgefuhrt. Lebensfahige Zellen (1x10^) wurden mit einem der oben gezeigten Antikorper in eine End- 
konzentration von 1-5 ^ig/0.5-1x10^ Zellen 30 Minuten lang bei 4''C inkubiert. Die zur FACScan- Analyse und zum 
Zeilsortieren venwendeten Antikorper enthielten 0.1% Natriumazid; die fur die Antikorper-Blockierungs-Untersuchun- 

35 gen venwendeten Antikorper enthielten kein Natriumazid. Nach Inkubation mit den prim^ren, ungefarbten Antik<5rpern 
wurden die Zellen zweimai mit PBS/10% FKS-Losung gewaschen und mit einem zweiten. Fluoreszeinisothiocyanat- 
konjugierten (FITC) Kaninchen-anti-Maus Ig-AntikOrper (FITC. DAKO, Hamburg) fur weitere 30 Minuten bei 4*'G inku- 
biert. Der Prozentsatz an positiv gefarbten Zellen wurde ais Differenz der Anzahi spezif isch gefarbter Zellen minus der 
Anzahl der Zellen, die mit an den Isotyp angepaBten Kontrollantik6rpern gef^rbt wurden, definiert. Die aus der FACS- 

40 can-Analyse erhaltenen Werte reprSsentieren Mittelwerte aus zumindest 4 unabhSngigen Versuchen. 

Die Spezif itat des HSP72 mAB RPN1 1 97 (Amersham) Antik6rpers, der bei den vorliegenden Untersuchungen ver- 
wendet wurde, wurde bereits fruher (5) durch Western-Blotting nach 2D und 1 D SDS-PAGE gezeigt: Der Antikorper 
weist selektiv HSP72 nach und kreuzreagiert nicht mit HSP73. HSP70-Zytoplasmaexpression war mit den nachfolgen- 
den Antikorpern nachweisbar: RPN1197 (Amersham), 3A3 (S. Fox), C92F3A-5 (StressGen) und 5G10 (Pharmagen). 

45 Eine Zelloberfiachenfarbung und Zellsortierung der Tumorzeilen wurde mit mAb RPN1 197 (Amersham) durchgefuhrt. 
Die HSP72 hoch (GX+) und gering (CX-) exprimierenden Goloncarcinom-Sublinien wurden nach der Zellsortierung 
getrennt kuftiviert. 

Die Zellsortierung der Effektorzellen wurde uber GD3 und GDI 4 durchgefuhrt. Die negativ aufgetrennte GD3- 
Effektorzeil- Population wurde mit 100 lU rlL-2 stimuli ert und fur Funktionsuntersuchungen venwendet. Die phSnotypi- 
50 sche Charakterisierung dieser Zell en wurde unter Venwendung von CD3/CD 1 6-1-56 und CD 1 4/GD45 doppelt gef arbten 
AntikOrpern durchgefuhrt. 

ELEKTRONENMIKROSKOPIE 

55 Mit PBS gewaschene.CX2-Tumorzellen wurden in 8% Paraformaldehyd in Hepes(250 mM)-Puffer 1 Stunde lang 
fixiert. Nach zwei Waschungen wurden freie Aldehydgruppen in 50mM NH4CI fur 10 Minuten gelSscht. Die Zellpellets 
wurden in einem Volumen von 2,1 M Saccharose in Polyvlnylpyrrolidon (17%) bei 20''C 30 Minuten lang zum Kryo- 
schutz in suspendierter Form aufbewahrt. Dann wurden die Zellpellets in flCissigem Stickstotf eingefroren. und ultra- 
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dunne Schnitte (70 nm) wurden be^^O'^C auf einem Ultracut-Mikrotom (Reichert^Bg FC4E) unter Verwendung 
eines Glasmessers abgeschnitten und auf 150-mesh-Gittern aus Parlodionbeschichtetem Nickel befestigt. Die Immun- 
Gold-Markierung von HSP72 wurde unter Venwendung von ultrakleinen Goldproben und nachfolgender SUberverstSr- 
kung nach dem von Danscher beschriebenen Verfahren (12) durchgefuhrt. 

5 

SELEKTIVE BIOTINYLIERUNG PER ZELLOBERFLACHE und IMMUNPRAZIPITATIQN 

Zum Nachweis der Zelloberfiaclienexpression von HSP72 wurden lebensf^hige Zellen (2x10^) mit Biotinester 
(RPN2202, Amersham) 30 Minuten lang bei 4°C biotinyliert. Nach dem Waschen wurden die Zellen 20 Minuten lang in 

10 eiskaltem Lysepuffer (0.1% NP40; 250 mM NaCI; 25 mM Tris-HCI. pH 7,5: 5 mM EDTA. 2 ^ig/ml Aprotinin. 100 ng/ml 
PMSF) lysiert. Die Extrakte wurden durch Mikrozentrifugation 15 Minuten lang bei 4°G gereinigt und mit HSP72 (10 jil) 
Oder mit W6/32 nAb (2 lug) und 50 ^il gamma-Bind plus Protein G-Sepharose-Kugelchen 3 Stunden lang bei 4°C 
immunpr^zipitiert. Dann wurden die konjugierten, mit dem Antigen beladenen Sepharosekugelchen dreimal im eiskal- 
ten Lysepuffer gewaschen und in 75 ^1 Probenpuffer (200 mM DTT; 20% Glycerin: 0.12 M Tris: Bromphenol-Blau) 

15 resuspendiert. Die Proteine aus den Sepharosekugelchen wurden auf 10% SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF- 
Membran geblottet und durch ECL nach inkubation mit einem sekundSren Peroxidase-konjugierten Streptavidin-Anti- 
kOrper nachgewiesen. 

SDS-PAGE und WESTERN BLOT ANALYSE 

20 

Gleiche Proteinmengen (10 ^g) von Zellysaten und 50 ng rHSP70 (StressGen, Victoria, Canada) wurden auf 10% 
SDS-PAGE, wie in (5) beschrieben. gemaB dem Verfahren von Laemmti (13) einer Elektrophorese unterzogen. Nach 
der SDS-PAGE wurden die Proteine auf Immobilon-PVDF-Membrane (Millipore Corp.. Bedford, MA) gemaf3 einem 
Standardprotokoll (14) ubertragen. Die unspezifische Bindung der Immobilon-PVDF-Membrane wurde mit 5% Mager- 

25 milch in PBS biockiert. Die Blots wurden mit dem primSren HSP72-Antik(5rper (Amersham) und dem sekundSren Anti- 
kOrper (Ziege-anti-Maus IgG Peroxidase konjugiert. BioRad) je 1 Stunde lang inkubiert. Unter Venwendung des ECL 
Western- Blotting- Nachweissyst ems (Amersham, Braunschweig) wurden Immunkomplexe nachgewiesen. Fur biotiny- 
lierte Proben wurden 20 pi der Proben einer Elektrophorese unterzogen und auf Immobilon PVDF-Membrane (Miilipore 
Corp., Bedford. MA) ubertragen. Die Membranen wurden 1 Stunde lang bei Raumtemperatur in 5% Blockierungsmittel 

30 (Amersham, NIF833) und 1% Tween-20 (Sigma) enthaltendem PBS biockiert, dreimal fur 10 Minuten je in 1% Tween- 
20 (PBS-T) enthaltendem PBS gewaschen und 1 Stunde !ang mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem Streptavidin 
(Amersham), verdtjnnt 1:1500 in PBS-T, markiert. Die biotinylierten Proteine wurden durch das ECL-System nachge- 
wiesen. 

35 ANTIKORPER-BLQCKIERUNGS-UNTERSUCHUNGEN 

Die Inhibierungstests wurden durch Vorinkubation der Targetzelien mit den nachfolgenden Antikdrpern in einer 
Endkonzentration von 5 ^g/lxlO^ Zellen fur jeden Antikarper durchgefuhrt; RPN1 197 (anti-HSP72). ein an den Isotyp 
angepafiter IgGl-Kontroll-AntikOrper und W6/32 (15). Nach Inkubation wurden die Zellen zweimal mit RPM11 640/10% 
40 FKS gewaschen, und der Zytotoxizitatstest wurde, wie oben beschrieben, durchgefuhrt. 

Die fur die Zellinie CX2 erhaltenen Ergebnisse lieBen sich auch fur die Human-Coioncarcinom-Zellinien HT29 
bestatigen. Die Zellinie HT29 ist kommerziel! bei der AMERICAN TISSUE TYPE CULTURE COLLECTION unter der 
Nummer ATCC HTB38 erhSitiich. Die genotypische Beschreibung ist aus dem ATCC-Kataiog und der dort angefuhrten 
Literatur ersichtlich. 

45 Die beiiiegenden Figuren 9A bis C zeigen die Ergebnisse der Zellsortierung von HT29. Der Versuch wurde entspre- 
chend der Zellsortierung der CX2-Zellinie durchgefuhrt. 

Die HT29-Ursprungszellinie exprimiert auf ihrer ZelloberflSche HSP72 in einer Menge von 30 bis 40% der Zellen. 
Durch Zellsortierung konnte eine HT29-h Zellinie erhalten werden, die auf ihrer ZelloberflSche HSP72 in 87% der Zellen 
exprimiert. und eine HT29- Zellinie, die HSP72 in 15% der Zellen exprimiert. Die erhaltenen HT29-Sublinien zeigen 
50 eine stabile HSP72-Expression uber zumindest 20 Zellpassagen sowie ein identisches MHC- und Zelladhasionsmole- 
kul-Zelloberfiachenexpressionsmuster. 

Aufgrund dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB es sich nicht um einen Spezialfall bei CX2-Zellinien 
handelt, sondern daB eine Verallgemeinerung auf Human-Coloncarcinom-Zellinien in ihrer Gesamtheit mOglich ist. 
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Patentanspruche 

1. Human-Coloncarcinom-Zellinien, die eine stabile HSP72- Expression von > 80% Oder < 20% und ein im wesentli- 
chen identisches Zelloberfiachenproteinexpressionsmuster von MHC und Zelladhasionsmotekulen zeigen. 

2. Human-Coloncarcinom-Zellinie nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. da8 sie von einer CX2- oder HT29- 
Zellinie abgeleitet ist. 
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Anspruch 1 Oder Anspruch 2, dadurch gekenffeic 



3. Human-Coloncarcinonn-Zellinie nach Anspruch 1 Oder Anspruch 2, dadurch gekeriffzeichnet. daf3 sie sine HSP72- 
Expression von > 90% Oder < 1 0% aufweist. 

4. Human-Coloncarcinom-Zellinie CX+ mit einer stabilen Expression von HSP72 an der Zelloberfiache von > 80%. 
5 bevorzugt > 90%, mit der Zugangsnummer DSM ACC 2287. 

5. Human-Coloncarcinom-Zellinie CX- mit einer stabilen Expression von HSP72 an der Zelloberfiache von < 20%, 
bevorzugt < 10%. mit der Zugangsnummer DSM ACC 2288. 

10 6. Human-Coloncarcinom-Zellinie nach einem der Anspruche 1-5 mit einem einheitlichen Ze I lobe rf I Sc hen express i- 
onsmuster der Zelladhasionsmolekule ICAM, NCAM und VCAM. 

7. Verfahren zur Herstellung von Human-Coloncarcinom-Zeilinien nach einem Oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche. 
15 dadurch gekennzeichnet, daR 

eine Human-Coloncarcinom-Zellinie, die HSP72 auf ihrer ZetloberflSche exprimiert, durch Zellsortierung in zwei 
Sublinlen aufgetrennt wird, wobei die eine Sublinie HSP72 zu mehr als 80% und die andere Sublinie HSP72 zu 
weniger als 20% exprimiert. 

20 8. Verwendung der Human-Coloncarcinom-Zellinien nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche zur 
Untersuchung der Funktion von HSP72 bei der Tumorentstehung und Tumortherapie. 
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FIGUR 1 B 
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FIGUR 1 C 
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FIGUR 2 
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Fig. 3 




CX- (1950 




HSP72 (FITC) 

Log Fluoreszenz 



15 

BNSDOCID:<EP 0B43005A2> 



EP 0 843 005 A2 



Fig. 4 
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Fig . 5 
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Fig. 6A 
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